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Summary 
1. From the fluid culture of λ!fonascus purpureus, two enzymes with RNA“degrading 
activity were isolated and separated by a DEAE”cellulose column chromatography: 
One was a nuclease which, active on heat・町denaturedDNA and r”nucleotide in addition 
to RNA, hydrolyzed RNA to 5ぺnucleotideswith a pH optimum of 5. 3. The other was a 
RNase which hydrolyzed RNA to 3にnucleotideswith a pH optimum of 4. 5. 
2. The nuclease was more heat-resistant than the RNase, and the former was optimally 
active at 70°0 and the latter at 55°0. 
3. A method was established for measuring the nuclease and the RNase activities in the 
fluid culture; where 040 and 070 were RNA”degrading activities of the fluid culture at 
40°0 and 70°0, respectively. 
The nuclease activity: 1.05 (070-0.10 040) 
The RNase activity: 1.05 (040ー 0.49070) 
4. Both the nuclease and the RNase activities were inhibited by several heavy metals. 
緒雷
微生物の弱iり］包外力I水分解鮮京の役割の 1つは，細胞外の資化性物質を細胞内に妓取できる形態
に水解することであろう． したがって，その存夜はきわめて生物学的合目的性を持つものと考え
られる．
Monascus puiアuretsは菌体外にZHfJ溜の核酸分解際京，すなわち， RNAを分解し 5＇ー ヌクレオチ
ドにする際業（ヌクレアーゼ）と3＇ー ヌクレオチドにする務系（ RNase）を持つ．このように相異な
る作用様式を持つ核酸分解酵素の生物学的役吉1］が同ーか百かは興味ある問題ーである．なかんずく，
これらの際業が， t帝養条件の変化にいかに対応するかを減べることは，その役割解明への一一手段
本報告の大婆は，昭和42年度目本燦芸化学会部日本文部大会で発表した。
2 引~：JU：学i箆学会計担 災s33 ~~· ( 1972) 
となるであろう． しかしながら，そのためには両諸がおりl~j：に存在する地養液中の各々の7li'l11：を j)li]
定できる方法を確立する必裂がある．本隊合では Monascuspwアureusのi古：主主液r!1に存在する 2栂
郊のi変緩分解際ぷ，すなわちヌクレアーゼと RNaseを分泌i紡製L, その昨主的・It自をl!Jらかに
するとともに，作々 の静，；；；た人（I的！j.¥'j散を手I］川することによって， J庁長波1の作々のf,1i・VH1lfをう；n
る筒伎なil定法について検Hしたが；民について述べる．
実験材料および方法
使用試薬 2～（3＇－）ヌクレオチド， Sーヌクレオチ！－＂， RNAはいずれも興人ノすルフη社製て‘ある．
なお、， RNAは， Sevag らの方法1）にしたがい除後｜討を行った.3＇ー アデニル般は Sigmati：製で・
ある．
使用磁株と培懇j伎の調製 1揺れいしょ京天的Jl!. (f l本栄徒化学ti：出） j：で保存した Monascus
pu1アureusを使Jした． 3 9oフスマ， 0.1形？、JaCI,0.1,96 MgS04・7H20,0.1,96 KNOa, 396グ、ノレ
コースから成る府地 100ml七日0ml rJ）三fJフラスコに人れ殺1おした． 閣を抜,fiL, 30° Cで
4 Fl1¥J, 1松似とうJ庁jをした. JN長j伎をガーゼで紋IJ，そのろj伎をj主心分l副t(2500 r. p.11, 10分Jl¥J)
した後にその上j校fl交をとり，新l静止；液とした．
酵素活性測定法 ヌグレアーゼ;l・よぴ RNasey,f;·Jll:iHJJ;E法は， Ji~本 i'r9 にば Takahashi の )j'rJ~2 ） に
従った．ナなわち， j菌、行に：n;・釈した昨；，災被 0.2ml,0.5M附：倣ソー ダ、絞衡計支（pH5.3) 0.2 ml JJJ~ イ
オン水0.35ml＇！了37°Cにら分！日！似Y/.,llた後に， 1.296RNA i前夜0.25mlを加えた.37° Cで15分1¥J
反応した後に， 0.7596持j：般ウラニウムフ＼； ~＼·ts25必j必瓜ぷ般 0.2ml をかII え反応を停止した．可rrn;tで
30 分 11\J般的し ！：li心分l~｛［ (2500 r.p.m, 10分！日J) Lた後に！:il:波 0.2ml ;J:とIJJJ）~イオン水で 5ml 
に希釈した．絞いてl吸光！主 260ID/I ？＇！：＇測定 L ，ブランクのi吸光皮との；：＼~"r ~H~ikVl:11!C とした．な
;J,', ブランク U.LiL~ と lri］じ操作な行なうが，討￥－ l~i（託 1:t 内j:1＇俊ウラニウム j的抑止；併支出ii支を ｝Jll えた？去に
入れた．また，｝メ応iluU主：:t37° C小他に 40°c jJ' j；び70°Cも｛山lした．
DNase i円itiJ!IJ＞むの｜深のJ.I;'flには， Kay1'; U))J法4）により｛ド！こ胸腺より：nld製した DNAをi'Nか
し0.496溶液にLた． このj先行支なi!I；とう＊に 15分1¥J沿Lた後に氷で；.；＿1,t令したものをfil!JIJした．
DNas巴mn:il!JL'. it: .t, IH'IとLてこの然変'i'l:DNAを似I!十ろ）：付いてIRNase m’Vl:iJlJ定訟と同じ
である．
3＇ーヌグレオチ夕、、ーゼ市't'i:I土， 3'-T デ、ニル般を ），~n として貯木反応を行なった後に遊離した生時
機リン般を測定することにより決定した． すなわち， j白河に希釈した昨ぷ波 0.1ml, 0.5 M 昨般
ソーダ綬ilifsz(pH 5.3) 0.1 ml, !H~ イオン水 0.1 ml ＇.土：37° Cで 5 分ll\J1~i；ょした後に， lOmM 3＇ーアデ、
ニノレ般を 0.2ml加え反応をIJHfl{；した.37° C で 15 分間以Lぶした後に M）め除；；；~I~主を 0.2ml 加え反
応をWrl：した．反応ゾ＇）；＇（：，！；烈 j社離した知機リンi授は， Fisk巴，Subbar 
i吸）＼＇.J(!'.700 11/1古：部J／江することにより；J:Jl:し， これを昨ぷ活性とした．
酵素単位と全酵素活性 1 i呼ぶ単位とは， j二記のiJ!JJ£itにより符られた日・Vl:f!i：を俳京の希釈本
でおI!：したときのもflがlをぷすとき 1昨ぷlJ.1なと定義した． 令tWぷmnとして試nのlit(ml）と
両手ぷlj.fなとの磁を｝ネrnした．
たん良質の定盤 たん l~IPli11J交は，試料の！吸光Ji[280 mpを測定することにより1!}た．
酵索分解物の向窓 際A~fノドJIJ によって得た RNA 分解物l主将i'；般で pH2 に i淵鋭i L, 37° Cで21.'l 
1¥Jf.栄治した後にペーパークロマトグラフィーを行ない！il定した．すなわち， 200 rの RNA分解
物を米洋1コ紙 No51Aにスポットした後に， 9596ヱタノー ノレ： 296 (wt./ vol.) li勝敗： i践アンモニ
ア（ 7 : 2 : 1 )5）をJTjいゐド！際法で 20I年1¥J）民間した．
分離した RNA分解物のスポットを検出した．そして，
比較することにより分解物のスポットを同定した．
t音盤液の懲索の分離と部分檎製 Peterson I~；の方法6）により精製した
(Brown全iゴ拠 0.40meq/g）を許可筏 0.8cm，長さ 25cmのカラムにつめ， 0.0lM酢酸ソー 夕、、絞衝液
(pH6.0）で平衡化した．続いて， i可綬衝淡で透析した 23mlの塙養液を樹脂にi汲治させた後に，
水平に蹴いた 2つの問裂の三角フラスコの一方に 0.01M 酢駿ソーダ緩衝液（pH6.0) 100 mlを，
他方に間緩衝液を合む 0.3M NaCl溶液をサイフォンで述絡し i削~J!状に；臨濃度を上げながら 1
1期間に lOmlの割合で溶f討を行なった. i森出波は 5mlずつ分取した．
ロ紙をJilti；吃した後にマナスノレライトを！照射・し
｜吋i時にスポットしたマーカーの Rff泣と
DEAEー セルロース
3 Jぷ凶・村山・1来型！'f: Monascus puψureusの核酸分解酵素（第1報）
結果および考察
約Jl:J羽初期にある Monascuspurpureusのフスマ液体様地を透析・L, DEAEー セルロース・カラム
にi汲活i二させた．続いて NaCl泌皮を路線状に上げながら溶ILiを行なうと， Fig.Iに示すクロマト
グラムを得た. RNA分解活性は 2つの分I羽を示したが，このうち段初に溶出したピークは RNA
分解活性の他に熱変性 DNA,3＇ー アデニノレ駿分解活性も併せ示し， しかもそれら相瓦の活性は一
定のi七殺をもって溶出されることがわかった．このように3つの務質に対する分解活性が，カラ
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Fig. I. Separation of the nuclease and the RNase by the DEAE-cellulose column 
chromatography 
Aれerclialyzccl against 0.01 M sodium acetate buffer (pH 6.0), aliquots of 23 ml of 
the fluid culture were applied to a DEAE網cellulosecolumn (0.8 x 25 cm) which had 
been previously equilibrated with 0.01 M sodium acetate buffer (pH 6.0), and 
then subjected to an elution by a linear gradient of NaCl from 0 to 0.4 M in the 
presence of the equilibrated bu汀er. 守、otalvolume was 400 ml and合actionof 
5.5 ml was collected. 
一一一一一； protein(measured absorbance at 280 m μ) 
＠一一一＠； nuclease (used heaトdenaturedDNA as substrate) 
O一一一O; RNase (used RNA as substrate) 
; non”specific acid phosphatas巴（used3 '-
; molarity of：、faCl 
4 W'i'l大学f災イ3毛糸；mm 33 1;・ (1972) 
ムクロマトグラフィーにより lriJ・ ·のJ如？？に i~ミ Ill されることは， Penicillium citrinumのいi]i¥Qly'fl也11
の両手本ではすでに淑~I;.7,8）されている． 3つの分解f!i'Vf：が！＜i・－・隣諸；たんr':Iにけはとするか百かil(tiか
めるために， この静止：jihj分を Ifx りさらに~w製し検討 ti：であるが，／？のところ 3000 的犯1支の精製
i皮でもこの両手ぷ側分は 3つのぷ聞に対するーウi：の分鮮民tr：比を維持してし、ることがわかった． し
たがって， ここではこのihi分をスクレアーゼ、と名づけてシく．また， NaCl；出！庄が 0.2M付近で
iね iれするピークば， RNA 分角午前'111：だけをノ；J~ Lたのでこのjil1j分は RNas巴と名づける. J庁長1&r[tの
ヌクレアー ゼ、と RNascのj斤ドf：の比はmiv）抗議I年HI！に関係する．すなわち， 1'(fqI: JUJ以後長時！日JN:i'を
した l~＜i の J:/•,:i！主；皮を DEAEーセノレ tJ ースに吸~＂；－させ，！日j じ JN，作によ IJ i?Hllを行なうと， ヌクレアー
ゼ、のピークはほとんど消火 L RNasc のピークしか羽われなかった．この 2 つの持n~による RNA
分解物を恥般で pH2にL,37° Cで2時l'il1~1'. il1lした後にペーパークロ γ トグラフィーを行なった．
Fig.2になミすように， ヌクレアーゼ、による RNA分解物のス：！？ットは， ことごとくマーカーのグー
ヌクレオチドの Rf1（と…寸没した．さらに版1.＇.（には RNAのl吸収がほとんど認められなかったこ
とにより，木博ぷは RNAを全てグ…ヌクレオチ i什lこ分角17（，したといえる． ヅーT, RNas巴による
RNA分解物のスポットは， Ii］！時にl吸府 LJJklJ日を行なったマーカーの 2＇…（3＇－）ヌクレオチドの Rf
11なとすべて－致した．ただし， RNasc による分解物を以，（彼処J1J\ な行なわずにそのままロ紙にi汲~＂f
させペーパーク t:.1マトグラフィーを行なうと， 2'-(3＇－）ヌクレオチドに相、汚するスポットの他に
Rf 1i!Cのよ＇.：jいスポットも検Ilできた．以上のことにより本砲の抗議液中には， RNAの私Ifの3＇と
5＇のリン級車 tift-を 3'fl”で切断L5＇ー ヌクレオチ Fをつくるヌクレアーゼと， 5'{Jlljで切 li~r L 3ム
ヌクレオチドなつくる RNascという作JI儀式のキLIWなる 2級類のj妥般分解mn，.；が， li]IL'i＇に存店
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Fig. 2. Paper chromatography of the digestion products of 
RNA with the nuclease and the RNasc 
The nuclease and the RNasc isolated by the DEAE” 
代 llulosccolumn chromatography were u問 cl.After RNA 
was digested with 4 unit of the enzyme, digestion prod百cts
were treated with HCl and aliquots of200 r were applied 
to the filter paper of Toyo Roshi No. 51 A and rm 1 
de《盲endi日glywith a mixture of 95');, ethanol, 3'/{, （、γt／、＇01 ）
bor aci《ian《icone《‘nlr C《lar日口10日ia(7:2: I). 
1：日開示、asedigest 2: RNasc digrst 3：日Cl-treat円I
RNaseιligest +: ：＞～nucleotides 5：γ－nucleotides 
G: nucleosides 
添IEl・ゃtm・1宍野： Monascuspurpureusの絞政分解際滋（策1線） 5 
すると結論づけられる．なか， RNaseの分解i'i.4匁がtfi般処.f!lにより 2'-(3＇－）ヌクレオチドに収れ
んしたことは，分解の ri~1¥Jili'.：物として 2'' 3＇ーサイクリックヌクレオチ Fの布tEを示唆する．
次に附ま（ iJ ＼同 II与にが（：1：するよ店主主液中の各々の活性依~j；、日る ）j法について検討した． その令・）JYlミ
として，一）jの醇ぷによる RNA 分解物の本端リンi牧去にqc~； !i?;的に働くヌクレオチダーゼを｛＇1:Jf 
させ，遊：~m した Jn~機リン｜帳、を測定することによりその鮮ぷ活性似てと？；11 る／jrJゾ）もあるが，すでに
述べたように治必波小には強い 3ムヌクレオチダーゼやJI：特然的ホスファターセ、がぶぶするため
に， この方法は木簡のJf,j{f, ；白河でない． そこで実際に分時mしたヌクレアーゼと RNaseの酵ぷ
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Fig. 3. Effect of heat on strabilities of the nuclease and 
the RNasc 
The nuclease and the RNasc were incubated for 
5 min at the temperatures indicated and rapidly 
cooled in an ice bath. The activity was measured 
by the standard assay procedure. 
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Fig. 4. PH-dependence of RNAべIigestingactivics of the 
nuclease and the RN ase 
’fhe RNAべligcstingactivity was measured by the 
same standard assay procedure except that pH’s of 
sodium acetate buffer were varied. 
⑬一一一＠： nuclease 0－一一O: RNase 
6 依焚大学燦学；段級 !,f, 33号 (1972) 
たん白的性質を調べ，その特徴を利用する他の活悦測定法を求めた．
Fig. 3 は， DEAEー セノレロース・カラムクロマトグラフィーにより単縦したヌクレアーゼ、と
RNase i容淡を pH6.0にし 5分間の熱処.rm‘した後に， 37°Cで RNA分解活性を測定した給処を
示す．！ヌiから明らかなように，ヌクレアーゼ、の方が熱に対して安定であった．特にヌクレアーゼ、
は80°cではもとの活性を保持していたが， RNaseの方はもとの活性の 1596に低下した．そこ
で80°cの熱処壊により RNaseをほとんど失沼させ，残るヌクレアーゼ、活性を測定する方法を
検討したが， l潔から予怨されるように，ヌクレアーゼ、の失活が80°C以とでは急激に起るので，
厳街な条件下で熱処理を行なってもヌクレアーゼの活性値は一致せず， したがってこの方法は総
立できなかった．
また， AspergillusoryzaeのRNaseT1と T2の活伎の区別に尽いられた笠巡 pHの相jtifは，本
閣の場合 Fig.4 に示すように，ヌクレアーゼ、の汚~j滋 p廷は 5.3, RNaseのそれは pH4.5であり，
pH5.3と4.5にルける活性のi七はヌクレアーゼが2:1, RNaseが2:3で，あまり大きな差災は
認められず， したがってこれを不ljflすることはEIS！難である．
一方，隊索活性と反応温度との関係は， Fig.5に示すように，前酵素の聞にはかなりの差があ
り， RNaseの至適調度は 52°c, ヌクレアーゼ、のそれは 70°cであった. q＼~；・に五 ilfili品皮にふ、ける
活性？と 100とした場合， 40°cと70°cにj，，けるヌクレアーゼの活性の比は 7.5 : 100, RNaseの
それは49:9であり，両者の!fl］の相jtifはお：しい． もし培養液中にこの2つの核酸分解貯：京のみ
しか存在せず，かっ各々が独立に RNAに作用すると仮定すれば， このi七を平！JIJし各々の酵素活
性似を知ることができる．すなわち， Jf:後液中のヌクレアーゼ， RNasei≫よび両者が混成する培
養液の40°cと70°cにふ、ける RNA分解活性を，それぞれ A4oとA10.B40とB10.C10とC40
とすれば
C40 = A4o十B40
C10 = A10十B10
今， A4olA10口 x,B10/B40 = yとし A4o・ B10を消去すれば，
A _ C10 -y•C40 
70一一戸xy-
B － ~o二~[2zo…40- 1-xy 
Fig. 5より， x= A4ol A10 = 0.11, y = B1ol B40口 0.49
したがって，
A10=1.05(C10 -0.10×C40) , 
；－一（1)
B4o = 1.05 (C40 -0.49×C10) J 
が得られる．つまり， 40°cと70°Cにbける RNA分解活性を測定することにより， 40°cに
おpける RNase活性と 70°cにふ、けるヌクレアーゼ活性を知ることができる． ただし一方の静
索活性が容と i~i:IJ:l されたときは，他方の酵素活性ば 40°cあるいは 70°cにbける活性｛僚をその
まま酵素活性依とした．
Table Z は，透析した培養液に本式をi議用 u~たヌクレアーゼと RNase の会震予索活性総と，
DEAEー セルロースカラムを用い，この培養透析液の際議を実際に分離した後に， 70°cと40°c 
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Fig. 5 ’rcmpcraturc-dcpcnckncc of RNA-digesting acti、iticsof the nuclease 
and the RNasc 
The RNAィligcsting activity was measured at the temperature 
indicated according to the standard assay procedure. The maximum 
activity of each cnxymc was taken set as 100%. 
⑧一一一＠： nuclease 0－一一一0: RNasc 
Table I Comparison between total activities of the nuclease and the 
RNase in the fluid culture and those fractionated by the DEAE-
cellulose colt日.nn
RNase Nuclease 
DEAE -cellulose 
Co!umnh) 
147 145 
were 
perimental Procedure”． 
a) calculated from the equation (I). 
b) measured after fractionation by the DEAE-ccllulosc column 
chromatography, as shown in Fig. 1. 
に ;1:，.ける雨時~~の ::l': 話予 J1；活t1:111＇（を測定した紡 ~l~ とを比較したJえである．的ぷ分出fl: のクロマトグジ
ムはすでに Fig.Iに示しているが， この場介の RNA分解ifi・tl：ば 37°Cで抗日定Lたものである‘
フラクション 36～50;Jo・よび 55～77を集め，それぞれヌクレアーゼ伊fj分と RNasef[!1j分としそ
れぞれ70°C と40°cにふ‘ける公的ぷ前れf1I（を改めて求めた．なJ,-;jヰク nマトに；L・ける的ぷの［rij
収不は 9796 であった．よと L て 1~がぷすように， i韮析した培養液に本式合j印IJ L f！｝たヌクレア…ゼ、
と RNas巴ぴ）全階Jr；活＇t'I:fo＇（と，ゴご｜怒に自 r.j誌を分離した後に測定し似た：公的ぷ的性1101¥Ji弐涜は小さ
い． さらに， m去を淡にオむにをj自JfL 1!J＼た同f.4~.lji.fなと同じ tWぷ J.ji.fなの分自m精製したヌクレアーゼと
RN as巴てを泌合した階ぷ波と，筑後？伐の RNA分解ft'I：の紫jJ!li1~＼ I支の比較を Fig.6 に ji~ －t. 各泌
皮｛こ沿いて昨ぷ混合主主とNH安液との7!itのz£iはほとんどみられなかった．さらに政養液の活性の
どークが52°C と70°c付近にあることは，本条件］ごでは総養液の RNA 分解活tr!:に， ヌクレ
アーゼと RNaseの2,fi（知の時点のみしか閲1子していないという沿いりjにもなりうる．
Fig. 7は， Jfl'xをj伎にみ；式をj必mし測定したヌクレアーゼ、と RNas巴 r·~··n：とそれらの昨ぷ濃度と
8 佐賀大学幾学：終報第33号 (1972) 
の関係を示す． ヌクレアーゼ、は 0から 0.9酵ポ単位まで， RNas巴は Oからo.95 ~l: JrUlti立まで活
性は酵素濃度に比例する．
Table II は， RNA 分解活性に及ぼす金属の影響てと調べた紡＃~をぷす． なふ、隣家はカラムクロ
マトグラフィーにより分離したヌクレアーゼ、と RNase~使用した． 河隣家主了4'-fにj斌沼化する金
属は見つからなかったが， Cu2+,Fe2+, Ag＋守＝の .ill~属はjifij関与ぷーの活性を阻害した．
ミ
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Fig. 6. Coincidence of RNA剛digestingactivities in the fluid culture and 
a mixture of the nuclease and the RNase at varing temperatures 
The isolated nuclease and RNase were mixed so that their 
enzymatic units might be as same as those in the fluid culture 
which wer巴calculatedfrom the equation (I). 
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Fig. 7. Relationship between the amount of enzyme and RNA-digesting 
activity 
Reactions were carried out at 40°C and 70。cusing the fluid 
culture, as described under “Experimental Procedure". 
The nuclease and the RNase activities were calculated from the 
equation (I). 
＠一一一＠： Nuclease O一一一一0: RNase 
添削・村！日・
Table I Effect of 
Substance Nuclease RNasc 
None 100 100 
EDTA 100 97 
I《~Cl 115 97 
CaClz 87 72 
MgCl2 104 87 
BaC!z 88 84 
MnClz 90 82 
CuC!z 19 。
FcCl2 52 IO 
AgN03 15 20 
Reactions were carried out al 37°C, using the isolated enzymes. 
ivfctals were added al a concentration of I x J0-3 M. 
摘要
1. l¥1onascus puψurcus I/）液体収録液中には RNAを分解し らんスクしオチ F にする目Lt~. 又ク
レγ ゼー、と， 3＇ー ヌクレオチドにする両手ぷ， RN as巴がイメイ1：する. j[l,j(jイ土 DEAEー カラムクロマト
グテブィ…により分断できた．
2. Xクレアー ゼ、と RNaseのでj色pHは，それぞれら.3と4.5であり， 1)lj(;-U後才fよりやや
耐熱性であった．
3. ヌクレアーゼと RNas巴の 40° C と70° C に：！≫ける RNA分wn；号'/1：”の比を本lj川JL, ]1Uj殺が
詰·~tEする J;l,'1：釘皮 ljt の活性f1I（をN る i百jf更な測定ilミを求めた．すなわち， J1·~，：去を i皮の 40° C と70° C に
お〉ける RNA分j昨日itl：をそれぞれ C40とC10とすれば， 70° C に；／J＇けるヌクレアー ゼの ilitl:fl立と
40° cの RNaseの活性1［（は次の式よ t)r,qJ＼することができる．
ヌクレアーゼ 1.05×（C10-0.l0 C40) 
RNase 1.05×（C40-0.49 C10) 
さらにこの式をmいた2つの尖験より，本法にz決りのないことを般かめた．
4. ヌクレアーゼと RNasefif;・jfl：を獄；片：に！滅的イとする{i;fi況は）；＜！，いIlされなかったが， m ~z械は
いずれの静来的性をも訴しく間容した．
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